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  摘  要  目的: 探讨联合检测血清 HBV前 S1抗原 ( preS1) 和核心抗原 ( H BcAg ) (均为 HBV核酸相关抗原,

nuc leic ac ids re la ted antigen, HBV NRAg ) 的意义及临床价值。方法: 采用 ELISA法对 393份 HB sAg、HBV DNA双阳

性的血清和 612份 HBsAg阴性血清进行 HBV NRAg检测, 所有标本均采用多区段巢式 PCR确认阳性、阴性, 采用荧

光定量 PCR法进行 HBV DNA定量分析。结果: 393份 HBsAg、HBV DNA双阳性血清中, H BV NRAg阳性为 382份,

其阳性率为 971 2% ; 612份 HBsAg阴性的血清标本中, 609份确认为 HBV DNA阴性, 其中检出 2份 HBV NRAg阳性,

607份为阴性, 其 HBV NRAg的阴性率为 9917% ( 607 /609), 另 3份 HBsAg阴性血清 HBV DNA阳性者, 其 HBV

NRAg均为阳性。结论: 联合检测 preS1和 HBcAg的 HBV NRAg可作为临床 HBV感染的筛选及判断 HBV复制的有意

义的补充项目。
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Abstrac t Objective: To study the c lin ica l sign ificance o f com bined de tecting preS1 antigen and hepatitis B core antigen

( HBV NRAg, nucle ic ac ids re lated antig en) 1M ethods: Se rum samp le were collec ted from 393 pa tients pos itive for HBsAg

and HBV DNA, and 612 sam ples negative fo rHBsAg1HBV pre-S1 com bined w ith H BcAg w ere de tected by HBV NRAg ELISA

HBV DNA w ere detected by fluorescent quantitation po lyme rase chain reaction ( FQ-PCR ) and confirm ed by nPCR1Resu lts: O f

393 sam ples positive forHB sAg and HBV DNA, 382 ( 9712% ) w ere po sitive fo rHBV NRA1 In 612 sam ples negativ e for HB-

sAg, 609 sam ples w ere negative forH BV DNA1The specific ity ofH BV NRAg w as 991 7% ( 607 /609) 1 In addition, the other

3 serum samp les w ith negative forHBsAg and positive forHBV DNA the irHBV NRAg w ere positive1Conclusion: HBV NRAg

ELISA can be a useful supplem entary for c lin ica l judgem ent of HBV in fec tion and replication1
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  乙肝病毒脱氧核糖核酸 (HBV DNA ) 检测结果

是判断 HBV感染与否的直接证据。荧光定量聚合酶

链反应 ( FQ-PCR) 技术近年来迅速发展, 大量应用

于临床作为 HBV感染者传染性评估和评判抗病毒治

疗效果的重要指标。但是由于在标准曲线定量时, 标

准品的制备目前没有统一的标准, 使各个实验室的检

测结果缺乏可比性; 另外 HBV的高变异性常使 PCR

引物不能特异性结合, 导致假阴性; 而且 FQ-PCR试

剂昂贵, 对实验条件要求较高, 无法在基层医疗单位

推广应用
[ 1, 2]
。随着乙肝疫苗和抗病毒药物的使用,

HBV也相应发生各种变异, 其中 S基因 a表位变异

导致的 HBsAg ( - ) 的 HBV感染和前 C区变异导致

的 HBeAg ( - ), HBV DNA ( + ) 的 HBV感染给临

床诊断、病情判断及治疗方案的确定带来了巨大的困
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难
[ 3~ 5]
。近来, 前 S1抗原 ( preS1 ) 和核心抗原

(HBcAg) 作为 HBV感染的新标志物已受到越来越多

的重视。我们利用厦门大学研制的联合检测 HBV前

S1和核心抗原的乙型肝炎病毒核酸相关抗原诊断试

剂盒 ( HBV NRAg, N uc leic acids re lated ant igen ) 对

393份 HBsAg和 HBV DNA同时阳性的血清进行 HBV

preS1和 HBcAg联合检测, 并初步探讨其临床意义。

1 资料与方法

111 标本来源  所有 HBV感染血清阳性标本均来自

于 2006年 6月 - 2007年 3月我院感染科门诊和住院

患者, 共 393份, 每份分离血清 1~ 2m ,l - 70e 保

存, 半年内检测。HBsAg阴性血清 612份, 来自感染

科门诊和体检中心。

112 试剂与方法

11211 HBV血清标志物的检测  采用 ELISA法, 试

剂购自于上海科华生物技术有限公司。按照说明书操

作, HB sAg、HBsAb、HBeAg的判定以样品 OD值 >

阴性对照均值的 211倍为阳性。HBeAb、HBcAb的判

定以样品 OD值 < Cut Off值为阳性。

11212 HBV DNA定量检测  用荧光定量 PCR, 试剂

盒购自中山大学达安基因股份有限公司, 严格按说明

书操作, 检测下限为 1 @ 10
3
Cop ies/m l。以多区段巢

式 PCR作为 HBV DNA金标准, 方法: 以蛋白酶 K

法提取, 采取适当引物进行巢式 PCR。 S区外侧引物

aF1: 5-GTC TGC GGC GTT TTA TC-3和 aR1: 5-ACA

GTG GGG GAA AGC-3; 内侧引物 aF2: 5-TGC CCG

TTT GTC CTC TA-3和 aR2: 5-AGA AAC GGR CTG

AGG C-3 (产物约 200bp)。前 C区外侧引物 pcF1:

5-CAC CTC TGC CTA ATC ATC TC-3和 pcR1: 5-ATG

CTC AGG AGA CTC TAA GG-3; 内侧引物为 pcF2: 5-

ACT GTT CAA GCC TCC AAG CT-3和 pcR2: 5-AAG

GAA AGA AGT CAG AGG C-3 (产物约 120bp)。

11213 HBV PreS1和 HBcAg的联合检测  用双抗体

夹心 ELISA法, 酶标板预包被抗-PreS1和 HBcAg单

抗, 结果以 HBV NRAg表示, 阳性表示血清中 PreS1

和 /或 HBcAg阳性。试剂盒由厦门大学传染病诊断试

剂与疫苗工程技术研究中心研制, 北京方泰生物药业

有限公司生产, 厦门大学夏宁邵教授惠赠。

113 统计学方法  采用 SPSS 1310进行卡方检验。
2 结果

211 393份 HBsAg、HBV DNA双阳性血清检测结果

 354份经 FQ-PCR检测 HBV DNA > 10
3
Cop ies/m ;l

其余 39份血清 HBV DNA < 10
3
Cop ies /m ,l 又经多区

段巢式 PCR法检测证实 HBV DNA为阳性, 在此 393

份 HBV DNA阳性血清中, 382份标本 HBV NRAg阳

性, 灵敏度达到 9712% ( 95%置信区间为 9511% ~

9814% )。

212 612份 HBsAg阴性标本的检测结果  经多区段

巢式 PCR检测证实其中 3份为 HBV DNA阳性, 其

HBV RNAg也同时为阳性; 3份血清中有 2份的 HBV

标志物模式为 HBsAb ( + )、HBeAg ( + )、HBcAb

( + ), 1份仅 HBeAg ( + )。对这 3份标本进行双向

测序和氨基酸序列比对, 结果显示 1份血清模式为

HBsAb ( + )、HBeA g ( + )、HBcAb ( + ) 的标本

其 HBsAg的第 126位氨基酸由苏氨酸突变为丙氨酸

( T126A )、第 133位氨基酸由蛋氨酸突变为苏氨酸

(M 133T )、第 134位氨基酸由苯丙氨酸突变为赖氨酸

( F134K ), 后证实为 / a /表位突变株。另 609份

HBsAg和 HBV DNA均阴性标本中, 检出 2份 HBV

NRAg阳性, 特异度达到了 9917% ( 95%置信区间为

9817% ~ 9919% )。

213 HBV NRAg与 HBV DNA的一致性  在我们检

测的 1005份血清标本中, HBV NRAg与 HBV DNA的

总符合率达到了 9817%, Youden 指数为 01969,
K appa值为 01973, 详见表 1。

表 1 HBV NRAg与 HBV DNA的检测结果比较 ( n)

检测例数
HBV DNA

阳性 阴性

HBV NRAg

阳性 阴性

393 393 0 382 11

612 3 609 5 607

合计 1005 396 609 387 618

214 393份 HBsAg、HBV DNA双阳性而 HBV标志

物不同表现模式的血清 HBV NRAg检出率  见表 2。

表 2 不同 HBV标志物模式血清 HBV NRA g的阳性结果 [ n (% ) ]

不同 HBV标志物模式及例数 HBV NRAg阳性

HB sA g ( + )、HBeAg ( + )、

HB cAb ( + ) 152
149 ( 9810, 149 /152 )

HB sA g ( + )、HBeAb ( + )、

HB cAb ( + ) 142
138 ( 9710, 138 /142 )

HB sA g ( + )、HBcAb ( + ) 97 93 ( 9519, 93 /97 )

HB sA g ( + )、HBeAb ( + ) 1 1 ( 10010, 1 /1 )

HB sA g ( + ) 1 1 ( 10010, 1 /1 )

各组间比较, H BV NRAg阳性率之差异均无显著性意义 (P > 0105 )
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215 HBV DNA载量与 HBV NRAg的关系  在 393份

HBsAg和 HBV DNA双阳性的标本中, HBeAg在 HBV

DNA阳性血清中的总阳性率为 3819% ( 153 /393 ),

与 HBV NRAg阳性率 9917% ( 382 /393) 差异有显著

性意义 (P< 0101)。此 393份标本按 HBV DNA载量

分为 3组。HBV DNA\ 10
6
Cop ies /m l组中 HBV NRAg

的阳性率为 9910% ( 198 /200) , HBeAg的阳性率为

5810% ( 116 /200) , 在 10
6
Copies/m l> HBV DNA \

10
3
Copies/m l组中, HBV NRAg 的阳性率为 94%

( 145 /154) , HBeAg的阳性率为 2211% ( 34 /154 );

在 0< HBV DNA[ 10
3
Copies/m l组中, HBV NRAg的

阳性率为 100% ( 39 /39) , HBeAg的阳性率为 717%
( 3 /39)。各 HBV DNA载量组中 HBV NRAg的阳性率

比较, 差异无显著性意义 ( P > 0105 ); 而各 HBV

DNA载量组中 HBeAg的阳性率均低于 HBV NRAg的

阳性率, 两者差异有显著性意义 (P < 0101) ; 随着
病毒载量的降低, HBeAg阳性率逐渐下降, 差异有

显著性意义 (P< 0105)。
3 讨论

HBV为嗜肝 DNA病毒, 存在于肝细胞内及血液

中, 在血清中以 3种不同颗粒存在, 即球状完整颗粒

( Dane颗粒 )、球状空壳颗粒及棒状颗粒。前 S1抗原

主要存在于球状完整颗粒中, 因此与 HBV DNA具有

很好的相关性
[ 6]
。

目前所用试剂盒均以 HBsAg抗体和 preS1抗体配

对使用, 因此仅当 preS1和 HBsAg都与相应抗体反应

时才能检出, 不能避免因为 HBsAg突变而导致的

preS1假阴性。

HBcA g是 Dane颗粒的重要结构蛋白, 在细胞外

仅存在于 Dane颗粒, 其血清中含量浓度与 HBV DNA

含量高度相关。但由于绝大多数 HBcAg包裹于病毒

外膜内, 导致无法检出, 仅个别感染者的 HBcAg可

暴露在病毒颗粒的表面, 因此检测血清中的 HBcAg

需加用 /开壳剂 0[ 7]
。

厦门大学国家传染病诊断试剂与疫苗工程技术研

究中心利用两株 preS1单抗和两株 HBcAg单抗和高效

孔内病毒裂解液, 建立了联合检测 preS1和 HBcAg的

双抗体夹心法 ELISA, 即 HBV NRAg ELISA试剂盒,

有助于解决检测中出现假阴性的问题。

在 HBsAg、HBV DNA双阳性的 393份血清中,

HBV NRAg的灵敏度达到了 9712% , 特别是 HBV

DNA > 10
6
Copies/m l时, 灵敏度更达到了 9910%, 特

异度则达到了 9917% , 且与 HBV DNA有很好的一致

性。本研究结果显示, HBV NRAg的阳性率与 HBV

DNA载量并无线性关系而仅与血清 HBV DNA的是否

存在相关。HBV DNA阳性的血清中 HBeAg的阳性率

仅为 3819% , 显著低于 HBV NRAg, 可能是由于前 C

区变异引起的, 但随着病毒载量的下降, HBeAg的

特异度逐渐升高。

此外, 检测到 3份 HBsAg ( - ), HBV NRAg

( + ) 阳性的血清, 后经多区段巢式 PCR证实 HBV

DNA ( + ), 1份证实为 / a /表位变异。在临床上,

HB sAg阴性的 HBV感染已越来越引起人们的注意,

原因可能是 HBV DNA低水平感染导致抗原量过低,

S基因变异等引起。特别是我国对献血员和临床体检

HBV感染的筛查仅仅检测 HBsAg, 可能导致 HBsAg

阴性的 HBV感染被漏检而造成 HBV的传播
[ 8]
。本研

究结果提示, HBV NRAg检测可作为 HBV感染标志

物的一个新的补充, 甚至代替 HBsA g与 HBV DNA的

检测, 对献血员筛选和 HBV复制监测均有较好的临

床价值。
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